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1. RESUMEN

1.1 Resumen

Diversos estudios muestran una disminucion en la concentracién espermadtica en
las ultimas décadas, aunque en este hecho se han observado diferencias geograficas
importantes. El descenso de la concentracion espermatica se ha atribuido a exposiciones
a toéxicos y contaminantes ambientales, estilos de vida o ciertos factores nutricionales
pero que, en gran medida, son aun desconocidos, permanecen inexplorados o no han

sido suficientemente estudiados.

Entre 2010 y 2011 se llevd a cabo un estudio transversal en jovenes
universitarios de la Region de Murcia (n=215) con el propédsito de estudiar su calidad
seminal. Los participantes proporcionaron una muestra seminal, se les realizd un
examen androldgico y cumplimentaron cuestionarios epidemioldgicos sobre habitos de
vida, incluido un cuestionario de frecuencia alimentaria. El analisis de los pardmetros
seminales se realiz6 siguiendo las recomendaciones de la OMS (2010) y también se
analizé la fragmentacién del ADN espermatico mediante el método de dispersion de la
cromatina espermatica (SCD). A partir de los datos de este estudio, en la presente tesis
doctoral se profundiza en el estudio de la calidad seminal en jévenes varones,

abordando el problema desde distintos aspectos.

En el primer trabajo se estudidé la asociacion entre la ingesta dietaria de
nutrientes antioxidantes y la calidad seminal en dichos varones. Los resultados indicaron
una asociacién positiva entre el consumo de distintos nutrientes antioxidantes
(criptoxantina, vitamina C, licopeno y b-caroteno) y el recuento total de
espermatozoides moviles. El volumen seminal también aumenté con una mayor ingesta
de vitamina C, licopeno y b-caroteno. En conclusién, nuestro estudio sugirid que algunos
parametros espermaticos podrian ser sensibles a la ingesta de nutrientes antioxidantes,
y que la recomendacion actual de ingesta de vitamina C podria ser insuficiente para

alcanzar el maximo beneficio en términos de calidad seminal.

En el segundo trabajo, el objetivo fue examinar si la calidad seminal habia

variado durante la Ultima década entre los jovenes del sureste espafiol. Para llevar a



cabo este trabajo se utilizaron los datos obtenidos en un estudio anterior realizado en
Almeria entre 2001 y 2002. Los datos del estudio de Almeria se incluyeron en un analisis
de tendencias junto con los datos relativos a los jovenes estudiantes murcianos. Se
utilizd modelos de regresion lineal multiple para analizar en la poblacion combinada un
efecto de cohorte de nacimiento durante el periodo de estudio 2001-2011. Nuestros
resultados indicaron que el recuento total y la concentracion espermatica podrian haber
disminuido en los jovenes del Sureste espafiol durante la ultima década, mostrando una
tendencia temporal adversa en dichos parametros. En el sur de Espafa recientemente
ha tenido lugar un aumento de la industrializacidn, y con ello, un aumento del riesgo de
posibles exposiciones potencialmente adversas que podrian afectar a distintos

pardmetros reproductivos masculinos.

En el tercer trabajo se estudid la fragmentacion del ADN espermatico en los
jovenes varones. Dicha fragmentacion podria estar relacionada con procesos de estrés
oxidativos y comprometer la calidad seminal. Por una parte, se describieron y analizaron
los indices de fragmentacién del ADN espermatico (SDF) de las muestras tras la
eyaculacién, lo que se denomind como SDF basal. Y por otro lado, se estudid la dinamica
de la fragmentacion del ADN espermatico, es decir, el incremento de la fragmentacién
del ADN con el tiempo tras la eyaculacidn. Para estudiar la dindmica se incubaron las
muestras a 372C durante 2.5, 17 y 24 horas y se calculé la tasa de fragmentacion del
ADN espermatico (rate SDF; rSDF). Los resultados obtenidos indicaron unos valores
medios de SDF basal relativamente altos comparados con otros estudios publicados. La
rSDF fue mayor durante las primeras horas tras la eyaculacidon. Por otra parte, las
muestras con SDF basal superior a 30% presentaron una rSDF mayor durante las
primeras horas de incubacién comparadas con las muestras con niveles basales

inferiores a 15%.



1.2 Summary

In the last decades several studies have shown a decrease in human sperm
concentrations. In spite of this fact, there have been significant geographical differences.
The decline in sperm count has been attributed to exposure to environmental toxins and
pollutants, lifestyle or certain nutritional factors which are still largely unknown,

unexplored or have been understudied.

Between 2010 and 2011 we conducted a cross-sectional study among university
students in the Region of Murcia (n = 215) in order to study their sperm quality.
Participants provided a semen sample, underwent an andrological examination, and
filed out epidemiological questionnaires on lifestyle and a food frequency
guestionnaire. The seminal analysis was performed following the WHO guidelines (2010)
and sperm DNA fragmentation was also analyzed by the sperm chromatin dispersion
method (SCD). From all this data, the current thesis explores the semen quality in young

males, approaching the problem from different perspectives.

In the first study, the association between dietary intake of antioxidant nutrients
and semen quality was studied. The results indicated a positive association between the
consumption of various antioxidant nutrients (cryptoxanthin, vitamin C, lycopene and b-
carotene) and total motile sperm count. The seminal volume also increased with a
higher intake of vitamin C, lycopene and b-carotene. In conclusion, our study suggested
that some sperm parameters could be sensitive to the intake of antioxidant nutrients,
and that the current recommended intake of vitamin C may be insufficient to achieve

the maximum benefit in terms of semen quality.

In the second study, the aim was to examine whether semen quality has
changed among Spanish young men in the last decade. To carry out this study we used
data obtained in a previous study in Almeria between 2001 and 2002. This data was
added to our current population in order to analyze the sperm quality trend in Southern
Spain. Multiple linear regression models were used to analyze the combined effect of
population birth cohort during the study’s period 2001-2011. Our results indicated that
the total count and sperm concentration may have decline in young Spanish men over

the last decade, showing an adverse temporal trend in these parameters. Southern



Spain has recently gone through a growing innovation and industrialization in many
areas, and with this, an increased risk of potential adverse exposures, which might affect

reproductive parameters in men.

In the third study, the sperm DNA fragmentation was studied in young men.
Such fragmentation could be related to oxidative stress and compromise semen quality.
On the one hand, sperm DNA fragmentation (SDF) of the samples after ejaculation was
analyzed, which was named as basal SDF. On the other hand, the dynamics of sperm
DNA fragmentation, that is the increase of DNA fragmentation after ejaculation time
was studied. To study the dynamics, samples were incubated at 37°C for 2.5, 17 and 24
hours and the rate of sperm DNA fragmentation (SDF rate; rSDF) was calculated. The
results showed average values of basal SDF relatively high compared with other
published studies. The rSDF was higher during the first hours after ejaculation. Besides,
the samples with basal SDF higher to 30% showed an elevated rSDF during the first

hours of incubation compared with the samples with basal levels lower than 15 %.



2. INFORMACION SOBRE LAS PUBLICACIONES

Esta tesis doctoral ha sido realizada segun la modalidad de compendio de trabajos
publicados en revistas cientificas incluidas en indices de calidad como el Journal Citation

Reports (JCR).

Las publicaciones que componen esta tesis son:

Articulo 1:

“Minguez-Alarcon L, Mendiola J, Lépez-Espin JJ, Sarabia-Cos L, Vivero-Salmerén G,
Vioque J, Navarrete-Munoz EM, Torres-Cantero AM. Dietary intake of antioxidant
nutrients is associated with semen quality in young university students. Hum Reprod.
2012;27:2807-14”

Informacién previa y criterios de calidad:

. Manuscrito recibido el 27/4/2012; aceptado el 6/6/2012.
o Factor de impacto (JCR, 2012): 4,670
o Area tematica y posicion: Obstetrics & Gynecology; 3/78 (D1/Q1).

Este fue el primer trabajo de investigacion en el que participé. Realicé todo el
trabajo de campo y adquisicidn de datos del presente estudio, incluyendo andlisis de
calidad seminal, cuestionarios epidemioldgicos y controles de calidad. Colaboré en la
elaboracién del primer borrador del manuscrito y en los analisis estadisticos, con el
objetivo de estudiar la posible relacion entre el consumo de antioxidantes y la
calidad seminal en estos sujetos. También colaboré e intervine en la interpretacion
de los principales resultados obtenidos, asi como en la redaccién de los borradores

hasta la versién final del manuscrito

Articulo 2:

“Mendiola J, Jgrgensen N, Minguez-Alarcén L, Sarabia-Cos L, Lopez-Espin JJ, Vivero-
Salmerdn G, Ruiz-Ruiz KJ, Ferndndez MF, Olea N, Swan SH, Torres-Cantero AM. Sperm
counts may have declined in young university students in Southern Spain. Andrology.
2013;1:408-13"

Informacién previa y criterios de calidad:



Manuscrito recibido el 3/10/2012; aceptado el 10/12/2012.
Factor de impacto (JCR, 2013): -

Area tematica y posicion: Andrology; 7/7 (Q4).

Este fue el segundo trabajo de investigacidn en el que participé. Realicé todo
el trabajo de campo y adquisicion de datos del presente estudio, incluyendo analisis
de calidad seminal, cuestionarios epidemioldgicos y controles de calidad. Colaboré
en la elaboracién del primer borrador del manuscrito y en los analisis estadisticos,
con el objetivo de estudiar la calidad seminal de nuestra poblacion, compararla con
otras poblaciones y mostrar posibles tendencias seculares en el tiempo. También
colaboré e intervine en la interpretacién de los principales resultados obtenidos, asi

como en la redaccién de los borradores hasta la version final del manuscrito.

Articulo 3:

“Sarabia-Cos L, Arense-Gonzalo JJ, Minguez-Alarcén L, Gosalvez J, Mendiola J, Torres-

Cantero AM. Estudio de la dindmica de fragmentacion del acido desoxirribonucleico

espermatico en jévenes varones. Rev Int Androl. 2015;13:1-7”

Informacién previa y criterios de calidad:

Manuscrito recibido el 15/7/2014; aceptado el 4/8/2014.
Factor de impacto (JCR, 2014): 0,227

Area tematica y posicion: Andrology; 6/7 (Q4).

He liderado la elaboracién de este manuscrito. Realicé todo el trabajo de
campo y adquisicién de datos del presente estudio, incluyendo analisis de calidad
seminal y dindmica de fragmentacién del ADN espermatico. Realicé las busquedas
bibliograficas para actualizar la informacion existente sobre el objetivo del estudio e
interpretar los resultados obtenidos. También realicé los analisis estadisticos para
estudiar las caracteristicas de la dindmica de fragmentacion del A&cido
desoxirribonucleico espermatico en dicha poblacién. Por dltimo, también he
liderado la realizacion de las tablas y gréficos relacionados con los resultados
principales, asi como en la redaccién de los borradores hasta la version final del

manuscrito.
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3.

3.1

INTRODUCCION GENERAL

Espermatozoide humano

El espermatozoide maduro es una célula extremadamente especializada, disefiada
exclusivamente para transmitir su material genético al ovocito. Para ello, cuenta con un
potente flagelo que le permite desplazarse a través de un medio acuoso y carece de
orgdanulos citoplasmaticos como ribosomas, reticulo endoplasmatico o complejo de Golgi,
los cuales son innecesarios para la tarea de ceder el ADN al 6vulo. Para poder accionar este
flagelo con mayor eficiencia, el espermatozoide presenta numerosas mitocondrias
colocadas estratégicamente donde pueden proporcionar con la mayor eficacia la energia
que necesita el flagelo para su movimiento (1).

El espermatozoide esta formado por dos regiones morfoldgica y funcionalmente
diferentes, rodeadas por una misma membrana plasmatica: la cabeza, que contiene un
nucleo haploide extremadamente condensado, y la cola, que impulsa al espermatozoide
hacia el 6vulo y le ayuda a penetrar a través de la envoltura del évulo. El ADN del nucleo
esta densamente empaquetado, de modo que su volumen esta reducido al minimo para su
transporte (1).

En la cabeza del espermatozoide existe una vesicula secretora llamada vesicula
acrosdmica que contiene enzimas hidroliticas que ayudan a atravesar la envoltura externa
del ovocito. Cuando el espermatozoide entra en contacto con un ovocito, el contenido de

la vesicula se libera por exocitosis, lo que se conoce como reaccion acrosémica (1).

Estructura de la cromatina espermdtica

El material genético de los espermatozoides de mamiferos presenta una estructura
diferente al resto de las células. La cromatina espermatica estd estructurada de manera
que resulta seis veces mds compacta y con un volumen 40 veces menor que la cromatina
de las células somaticas (2). Este empaquetamiento hace que el espermatozoide resulte
transcripcionalmente inactivo pero le proporciona estabilidad adicional necesaria para su
desplazamiento en el tracto reproductivo femenino (3)

La cromatina espermatica de los mamiferos presenta tres dominios estructurales

diferentes: ADN unido a protaminas formando toroide (4), ADN unido a histonas (5) y ADN
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unido a la matriz nuclear espermatica en las regiones de anclaje a la matriz (MARs) a

intervalos regulares de 50 kb (6).

La mayoria de la cromatina espermatica esta unida a protaminas y compactada
formando una estructura denominada toroide. Los toroides contienen aproximadamente
50 kb de ADN (4). Las protaminas son unas proteinas especificas de los espermatozoides
maduros, no se encuentran en otros tipos celulares. Se trata de unas proteinas pequefias y
ricas en residuos de arginina cargados positivamente que neutralizan las cargas negativas
del ADN (7). Por otra parte, las protaminas de mamifero también poseen cisteinas que
mediante uniones disulfuro intermoleculares aumentan la estabilidad de la cromatina (7).
La principal funcion de este dominio estructural es proporcionar proteccién a la molécula
de ADN durante el transporte hasta llegar al ovocito. En los espermatozoides humanos
encontramos dos tipos distintos de protaminas: Protamina 1 (P1) y Protamina 2 (P2). La
proporcion P1/P2 varia entre las distintas especies, siendo en humanos aproximadamente
1 (8). Hay numerosos estudios que relacionan los desequilibrios en la ratio P1/P2 con un
descenso de la calidad seminal, un aumento de la fragmentacién del ADN espermatico y un

descenso en la capacidad del espermatozoide para fecundar al ovocito (9).

Una pequeia fraccion de la cromatina espermatica, entre un 2 y un 15%, se
encuentra unida a histonas. Las histonas no se distribuyen al azar, se encuentran asociadas
a regiones especificas del ADN. Un estudio realizado por el grupo de Hammoud y
colaboradores en 2009 observd que las histonas se asociaban preferentemente a genes
importantes para el desarrollo temprano (5). Las teorias actuales sugieren que la
cromatina espermatica asociada a histonas incluye genes funcionales para |la
espermiogénesis y el inicio de la fecundacién (5). Se trataria de cromatina activa residual

que persiste a la condensacion (3)

Por ultimo, una tercera fraccion de la cromatina se organiza en dominios formando
bucles que se unen a la matriz nuclear (11). Este dominio estructural esta relacionado con
distintas funciones, por una parte parece que es imprescindible para que tenga lugar la
replicacidn del ADN del prontcleo paterno y por otro lado actiia como punto de control de

la integridad del ADN espermatico tras la fecundacion (3).
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3.2 Espermatogénesis

La espermatogéneis es un proceso complejo mediante el cual se generan los
espermatozoides a partir de las células germinales presentes en el testiculo. La produccion
de espermatozoides comienza en la pubertad después de un largo periodo preparatorio de
“pre-espermatogénesis” en el feto y durante la nifiez (12).

En la espermatogénesis podemos distinguir tres etapas principales: Fase

proliferativa o espermatogoniagéneis, fase meidticay la espermiogénesis.

Fase proliferativa

Las espermatogonias son células diploides que se situan en la base del epitelio
seminifero y a partir de las cuales se diferencian las células que daran lugar finalmente a
los espermatozoides. En el hombre se han descrito tres tipos distintos de espermatogonias
en funcion de su localizacion en el epitelio seminifero, su morfologia y las caracteristicas
del nucleo; espermatogonias tipo A oscuro, espermatogonias tipo A claro y
espermatogonias tipo B (13). Las espermatogonias tipo A oscuras actian como células de
reserva y solo se dividen ocasionalmente para producir espermatogonias tipo A claro. Las
espermatogonias tipo A claro se dividen mediante mitosis dando lugar a dos
espermatogonias de tipo B. Las espermatogonias tipo B se dividen mitéticamente para dar
lugar a los espermatocitos primarios (12). Las espermatogonias se multiplican

continuamente mediante mitosis sucesivas.

Fase meiotica

En esta fase los espermatocitos primarios se dividen mediante meiosis para dar
lugar a las espermatides. Las células que experimentan la primera division meidtica,
también llamada meiosis reduccional, son los espermatocitos primarios. Como resultado
de este proceso, se formaran a partir de cada espermatocito primario, dos espermatocitos
secundarios. Los dos espermatocitos secundarios sufren una segunda division meibtica,
cuyo resultado son cuatro espermatides (1). Los espermatocitos iniciales en estadio de
preleptonema se encuentran en un principio en el compartimento basal y son semejantes
a las espermatogonias. Pronto migran y se alejan de la ldmina basal para atravesar el
complejo de unidén Sertoli-Sertoli e introducirse en el compartimento adluminal. Los

espermatocitos primarios aumentan de tamafio y presentan una morfologia nuclear
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distintiva al atravesar los distintos estadios de la profase meidtica. Durante esta primera
divisidn meidtica tiene lugar la replicacion del ADN, condensacién de los cromosomas, el
emparejamiento de homélogos y el entrecruzamiento cromosdmico. Tras esta primera
divisidon meidtica los espermatocitos primarios pasan a ser espermatocitos secundarios,

que se vuelven a dividir, sin replicar su ADN, para dar lugar a las espermatidas (12).

Un rasgo interesante de la espermatogénesis es que las células germinales
masculinas en desarrollo no completan la divisién citoplasmatica (citocinesis) ni durante la
mitosis ni durante la meiosis. Por consiguiente, grandes clones de células hijas
diferenciadas descendientes de una misma espermatogonia madura permanecen
conectados por puentes citoplasmaticos, formando un sincitio. Los puentes
citoplasmaticos se mantienen hasta el final de la diferenciacién de los espermatozoides,
cuando estos son liberados a la luz del tubulo. Estos puentes intercelulares permiten el
intercambio de proteinas y productos génicos, de manera que aunque las espermatides
son genéticamente haploides pueden disponer de todos los productos de un genoma

diploide completo (1).

Fase espermiogénesis

En la espermiogénesis tiene lugar la citodiferenciacion de las espermatides a
espermatozoides. Una vez finalizada esta etapa los espermatozoides son liberados del
epitelio seminifero. Las espermadtides al inicio de la espermiogénesis, son células
redondeadas con un nucleo esferoidal que presentan un aparato de Golgi yuxtanuclear,
abundantes mitocondrias y un par de centriolos. A lo largo de esta fase dichas estructuras
sufren importantes modificaciones (14). Entre los cambios mas importantes destacan: la
formacién del acrosoma, el desarrollo de las estructuras del flagelo, la remodelacién de la
cromatina espermatica y la eliminacién del exceso citoplasma (1).Durante la remodelacién
de la cromatina espermatica se suceden distintos cambios en la composicidn de la misma..
En primer lugar se incorporan unas proteinas denominadas variantes histonicas. Estas
proteinas son formas no alélicas de las proteinas convencionales. A continuacién, una vez
que los nucleosomas se han desensamblado, las histonas son sustituidas por proteinas de
transicién (15). Finalmente las proteinas de transicidon son sustituidas por las protaminas
para formar un complejo toriodal con el ADN altamente compactado (16). Durante la
transicion de histonas a protaminas se producen en la molécula de ADN una serie de

roturas de doble cadena (17,18). Estas roturas transitorias en la molécula tienen lugar en
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toda la poblacién de espermatides durante la fase de elongacidn (19) y estos descansos
transitorios en la estructura de la molécula de ADN son necesarios para que tenga lugar la

remodelacion.

La ultima etapa de la diferenciacion de las espermatides consiste en su liberacién del
epitelio germinal hacia la luz de tdbulo seminifero. Este proceso se denomina
espermiacion y es administrado por las células de Sertoli. Como resultado de la compleja
cooperacion de los filamentos intermedios y los tubulos citoplasmaticos de las células de
Sertoli, las espermatides avanzan a la frontera de la luz del tabulo seminifero (12). Alli las
espermatides maduras cierran sus puentes intercelulares, desconectando su contacto con
el epitelio germinal y se convierten en células libres, que ahora se denominan
espermatozoides. Las piezas mas pequefias de las espermatides con granulos de ARN
acumulados, unas pocas mitocondrias, gotitas de lipidos y las membranas se liberan,
formando los llamados cuerpos residuales. La mayoria de estos residuos se incorporan y
son digeridos por las células de Sertoli (20). Una vez que son liberados a la luz del tdbulo
seminifero, los espermatozoides pasan al epididimo, un tubo muy sinuoso junto a los

testiculos donde son almacenados y se produce la maduracion final (1).

Cinética de la espermatogénesis

El proceso de division y diferenciacion de las células germinales sigue un patrén
especifico. En una seccidn histoldgica de un tubulo seminifero no se observan todos los
tipos de células germinales, sino que Unicamente es posible apreciar algunos de ellos que
aparecen en forma de asociaciones celulares denominadas estadios. En la
espermatogénesis en humanos podemos diferenciar 6 estadios, que se van sucediendo en
el tiempo hasta completar un ciclo de la espermatogéneis y vuelta a empezar (12). Desde
que una espermatogonia empieza el proceso de diferenciacion celular hasta que se
diferencia en espermatozoide maduro transcurren 4,6 ciclos. La duracidn de cada ciclo es
de aproximadamente 16 dias, asi que la duracion total de la espermatogénesis es de 74
dias. Las espermatidas maduras liberadas por el epitelio germinal como espermatozoides
son transportadas a través del epididimo durante otros 12 dias mds. Por lo tanto, un ciclo
de espermatogénesis completo, desde espermatogonia a espermatozoide maduro, durard

como minimo 86 dias (12).
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Parametros seminales

El semen es una combinacion de espermatozoides diluidos en secreciones
testiculares y del epididimo, que se mezclan en el momento de la eyaculacidn con las

secreciones de la prdstata, las vesiculas seminales y las glandulas bulbouretrales (14).

El propdsito de un andlisis basico del semen es evaluar los pardmetros clasicos del
eyaculado, lo que aporta informacién importante sobre la situacion clinica del individuo.
Los parametros evaluados son: aspecto, olor, licuefaccion, viscosidad, pH, volumen,
concentracion espermatica, recuento total de espermatozoides, motilidad espermatica,
morfologia, aglutinacién y la presencia de elementos celulares, como leucocitos o células
germinales (14). La calidad seminal de una muestra queda determinada por los valores de
los principales parametros: la concentracion o recuento espermatico, la motilidad
progresiva y la morfologia espermatica. Una muestra con buena calidad es aquella que
presenta los valores de dichos parametros por encima de los valores de referencia

establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

La recoleccion y el andlisis de la muestra de semen deben ser realizados mediante
procedimientos estandarizados si se pretende que los resultados proporcionen
informacién valida (21). La OMS publicé en 1980 un manual para el procesamiento de
semen humano, con el fin de poder dar herramientas para una homogenizacién de este
examen en todos los laboratorios clinicos, androlégicos y de investigacion en el mundo. La
quinta y ultima versién de este manual se publicé en el afio 2010 y en ella se establecen
nuevos valores de referencia de los parametros seminales. Estos valores han sido definidos
a través de una muestra representativa de la poblacion mundial de varones cuyas parejas

consiguieron embarazo en un tiempo igual o inferior a 12 meses (22).

Por otra parte, aunque el andlisis de los parametros seminales cldsicos es la principal
herramienta para el diagndstico de la infertilidad masculina, el estudio de la integridad del
ADN espermatico se ha propuesto como un nuevo marcador que permita discriminar entre
pacientes fértiles e infértiles. El estudio de la fragmentacion del ADN espermatico podria
ser una herramienta Util complementaria a los pardmetros seminales clasicos para valorar

el potencial fértil de los varones (23).
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3.3.1 Volumen seminal

El semen es una mezcla de una suspensidon concentrada de espermatozoides
almacenados en el epididimo junto con secreciones fluidas formadas en las glandulas
sexuales anexas (vesicula seminal, prostata, glandulas de Cowper). El volumen del
eyaculado se forma principalmente a partir de fluidos procedentes de las vesiculas
seminales y de la préstata, siendo una pequefia parte procedente de las glandulas
bulbouretrales y del epididimo. Aproximadamente el 90% del volumen seminal esta
compuesto por secreciones de las glandulas sexuales anexas (21).

La medicion del volumen seminal es esencial para la evaluacion de la calidad seminal
ya que nos permite calcular el recuento espermatico total de espermatozoides y de células
no espermaticas. La forma mas precisa para determinar el volumen de una muestra de
semen es medir su peso y a continuacién calcular su volumen suponiendo que la densidad
del semen es 1g/ml (24).El limite inferior de referencia para el volumen de semen es de 1.5

ml (percentil 5, 1C 95%: 1.4 a 1.7)(21).

3.3.2 Motilidad espermatica

Los espermatozoides cuentan con una estructura celular que les permite
desplazarse a través de un medio acuoso hasta el ovocito, pero no todos presentan la
misma capacidad para desplazarse. La OMS distingue varios tipos de movilidad en los
espermatozoides

e Movilidad progresiva (PR), movimiento activo, ya sea lineal o en un circulo

grande, independientemente de la velocidad.

e  Movilidad no progresiva (NP), que incluye todos los otros patrones de movilidad

con ausencia de progresion.

e Inmovilidad (IM) para espermatozoides sin movimiento.

La motilidad espermatica se ha de valorar lo antes posible tras la obtencién de la
muestra. Cambios en la temperatura o el pH pueden afectar a la movilidad de los
espermatozoides. Lo ideal es realizar dicho analisis 30 minutos tras la eyaculacion y nunca
después de una hora. La motilidad se puede definir de distintas maneras: Motilidad total
(porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva y no progresiva), motilidad
progresiva (porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva) y en algunas
ocasiones como numero total de espermatozoides con motilidad progresiva: se obtiene

multiplicando el numero total de espermatozoides en el eyaculado por el porcentaje de
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espermatozoides progresivamente moviles. Los limites de referencia para la motilidad

total (PR + NP) es del 40% mientras que para la motilidad progresiva (PR) es del 32% (21).

3.3.3 Concentracidon y recuento espermatico

El recuento total y la concentracion espermatica estan relacionados con las tasas de
embarazo (25) y con el tiempo necesario para conseguir una gestacién (26). Distintos

estudios sefialan a ambos parametros como predictores de embarazo (27,28)

La concentraciéon espermadtica es el nimero de espermatozoides por unidad de
volumen. A la hora de valorar este parametro se debe considerar el tiempo de abstinencia,
ya que un tiempo de abstinencia elevado deriva en un aumento de la concentracién total
de espermatozoides. El recuento espermatico total es el nUmero total de espermatozoides
en el eyaculado y se obtiene multiplicando el volumen seminal por la concentracion
espermatica. La concentracion espermatica no es una medida directa de la capacidad para
producir espermatozoides por parte del testiculo, ya que estda influenciado por el
funcionamiento de las glandulas sexuales anexas. Para eyaculados normales, cuando el
tiempo de abstinencia es corto y no se aprecian obstrucciones en el tracto genital
masculino, el recuento espermatico esta correlacionado con el volumen testicular (29) y es
una medida de la capacidad de los testiculos para producir espermatozoides (21). El limite
inferior de referencia para la concentracién de espermatozoides es de 15 x 10°
espermatozoides por ml (percentil 5, IC 95%: 12, 16 x 10°) y para el recuento total de
espermatozoides es de 39 x 10° espermatozoides por eyaculado (percentil 5, IC 95%: 33,

46 x 10°%)(21).

3.3.4 Morfologia espermatica

La morfologia espermatica estd muy relacionada con la fertilidad y en particular, con
la capacidad de fecundacién de los espermatozoides tanto en fecundacion in vitro (FIV)
(30) como en inseminacion artificial (31). La morfologia espermatica, especialmente la
evaluada con criterios estrictos, es un buen factor prondstico de fecundacion in vivo e in
vitro (14). Las observaciones realizadas a espermatozoides recuperados a partir del tracto
reproductivo femenino, especialmente en el moco endocervical postcoital y también
desde la superficie de la zona pelucida, han ayudado a definir la apariencia de los

espermatozoides morfolégicamente normales (21).
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La morfologia se suele expresar como el porcentaje de espermatozoides normales.
Por otra parte el nimero total de espermatozoides con morfologia normal en la muestra
de semen tiene significado biolégico y se obtiene multiplicando el numero total de
espermatozoides en el eyaculado por el porcentaje de espermatozoides morfoldgicamente
normales. El limite inferior de referencia para la morfologia normal es de 4% (percentil 5,

IC 95%: 3, 5)(21)

3.3.5 Estudio de la cromatina espermatica

La integridad del ADN espermatico es un factor critico para la correcta transmision
de la informacion genética paterna al embrién (32), de tal forma que alteraciones en la
cromatina podrian comprometer el éxito reproductivo (33,34). El dafio en el ADN
espermatico tiene consecuencias negativas para la fertilidad, tanto a la hora de conseguir
la implantacién embrionaria como para el desarrollo fetal posterior (35,36). El elevado
dafio en el ADN de los espermatozoides se ha asociado a bajas tasas de fecundacién, bajas
tasas de implantacidn, aumento en la tasa de abortos y un aumento en la incidencia de

enfermedades en los nifios nacidos (34,35,37).

Actualmente existen distintas técnicas para detectar el dafio en el ADN espermatico
de manara eficaz, y las estrategias en las que se basan estas técnicas son muy distintas. Un
grupo de técnicas cuantifican el dafio en el ADN mediante enzimas que marcan el ADN en
los lugares donde hay roturas. Dentro de este grupo encontramos el ensayo Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) (38) y la técnica In Situ Nick
Translation (ISNT) (38). Por otra parte, otras técnicas se basan en la propiedad que tiene la
molécula de ADN fragmentado para desnaturalizarse facilmente bajo ciertas condiciones.
Es decir, se basan en la susceptabilidad de la molécula de ADN a la desnaturalizacién. Entre
estas encontramos el ensayo del cometa o single cell gel electrophoresis (SCGE) (39), DNA
Breakage Detection-Fluorescence in Situ Hybridization DBD-FISH (40), Sperm Chromatin
Structure Assay (SCSA) (41,42) vy el test Sperm Chromatin Dispersion (SCD) (43). Por ultimo,
existe otro grupo de técnicas que se basan en las propiedades de algunos colorantes como
la Cromomicina A3 (44) y el Azul de Toluidina (45). A pesar de los distintos enfoques, los
resultados obtenidos con estas pruebas estan correlacionadas entre si (46) y con otros

parametros seminales como la morfologia, la motilidad y la viabilidad espermatica (21).

Los trabajos publicados parecen indicar que cuando los niveles de dafio en el ADN

son muy altos, la probabilidad de obtener un embarazo es baja (34). Sin embargo, a pesar
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de los muchos intentos, hasta ahora no se ha logrado establecer un umbral por encima del
cual no se produzca un embarazo. Distintos trabajos realizados utilizando la técnica de
SCSA, proponen que con niveles de fragmentacion espermatica = 30% (41) la probabilidad
de obtener un embarazo seria muy proxima a cero. Sin embargo, segun estudios
posteriores (47) parece ser que esta situacidon no es tan critica, e individuos con valores
superiores a los propuestos pueden dejar descendencia normal. Segun Gosalvez y
colaboradores, individuos jovenes, normozoospérmicos y con fertilidad probada suelen
presentar indices de fragmentacién por debajo del 15-20% y rara vez por debajo de un 5%.
Como tendencia general, individuos con indices menores a un 15% serian normales, los
que muestran un valor de afectacion media (> 15% y < 30%) pueden estar revelando alguin
tipo de problema, pero son potencialmente fértiles, mientras que los individuos que
presentan valores > 30% son potencialmente estériles (48). El indice de fragmentacion
(Sperm DNA Fragmentation; SDF) se define como el porcentaje de espermatozoides con el

ADN fragmentado con respecto al total de los espermatozoides analizados.

La mayoria de estudios que analizan la fragmentacion del ADN espermatico valoran
este daflo como el porcentaje de espermatozoides que tienen la molécula de ADN dafiada
en un momento determinado (36,37). Sin embargo, trabajos recientes indican que la
fragmentacion del ADN espermatico es un fendmeno dindamico, ya que tras la eyaculacién
tiende a aumentar con el tiempo (49) y es un fendmeno que afecta a todas las especies de
mamiferos y que parece correlacionarse, entre otros factores, con el tipo y calidad de la
protaminacion (50,51). De hecho, diversos trabajos han explorado o evaluado la dindmica
de la fragmentacion espermatica como herramienta coadyuvante en el estudio de la
infertilidad masculina (49,50,52). La dinamica de la fragmentacion espermatica se estudia
como la tasa de fragmentacién del ADN espermatico (rateSDF; rSDF) que se define como

el incremento de la SDF por unidad de tiempo evaluado en horas.

3.4 Determinantes de calidad seminal

Diversos estudios han identificado factores de riesgo que podrian afectar o estar
relacionados con la calidad seminal, la exposicién a téxicos ambientales y ocupacionales,
determinados estilos de vida o habitos dietéticos durante la vida adulta o el desarrollo

fetal, se han asociado con una baja calidad seminal en humanos.

Estilos de vida o exposiciones a toxicos sufridos por las madres durante el embarazo

se han relacionado con baja calidad seminal de los hijos en la edad adulta. Entre otros
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factores, la obesidad (53), el consumo de tabaco (54-56) o el elevado consumo de carne
de vacuno (57) durante el embarazo se han asociado con una reduccidn significativa de la
concentracion seminal en la edad adulta. En muchas ocasiones, las alteraciones que tienen
lugar durante el periodo fetal estan relacionadas con unos compuestos denominados
disruptores endocrinos, que se caracterizan por tener propiedades antiandrogénicas

afectando a la masculinizaciéon normal de los fetos masculinos (58).

En relacion con las exposiciones durante el desarrollo fetal y sus consecuencias en la
vida adulta, en 2001, el equipo liderado por Skakkebaek y colaboradores sugirié que el
aparato reproductor masculino es mds vulnerable a determinadas exposiciones durante el
periodo critico de diferenciacién celular y desarrollo fetal. Segun la hipdtesis de
Skakkebaek y colaboradores, la exposicion a téxicos durante esta etapa del desarrollo
podria ser la responsable del descenso de la calidad seminal, del aumento de la incidencia
del cancer testicular, las hipospadias y criptorquidias en las ultimas décadas. Estas cuatro
alteraciones son signos de un problema con una base fisiopatoldégica comun al que

denomind Sindrome de Disgenesia Testicular (TDS) (59).

Numerosos trabajos han estudiado los posibles factores o exposiciones que durante
la vida adulta afectan a la calidad seminal. Entre los toxicos ambientales o contaminantes
estudiados encontramos: hidrocarburos aromaticos (60), ciertos hidrocarburos
halogenados (61), ftalatos (62-64), bifenilos policlorados (65), algunos compuestos
organoclorados (66) y diversos metales pesados (67). Por otra parte, habitos de vida como
el tabaquismo (68-72) el consumo de alcohol (73,74), el estrés psicoldgico (75-78), la
obesidad (79,80) el sedentarismo (81) y la escasa actividad fisica (82) se han relacionado

con el deterioro de la calidad seminal.

Respecto a los factores nutricionales, la ingesta de determinados alimentos como la
cafeina (83), carne o productos lacteos (84), grasas saturadas (85) y productos derivados

de la soja (86) se han asociado con una calidad seminal disminuida.

Por otra parte, el consumo inadecuado de determinados nutrientes antioxidantes ha
sido sefalado como factor causante de estrés oxidativo en los espermatozoides. Eskenaziy
colaboradores estudiaron la asociacion entre una dieta rica en antioxidantes y calidad
seminal en varones sanos no fumadores sin antecedentes de infertilidad. Encontraron que

una dieta rica en vitaminas se asociaba a una mayor calidad seminal. Observaron una
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correlacion significativa entre la ingesta de vitamina C y una mayor concentracién de
espermatozoides, mientras que la ingesta de vitamina E se asociaba a una mayor movilidad
progresiva total en las muestras de semen estudiadas (87). Esto concuerda con estudios
anteriores que relacionaban los niveles de vitamina E en el plasma seminal con una mayor
movilidad espermdtica (88). Recientemente varios articulos han mostrado asociaciones
entre una dieta rica en frutas y verduras (con mayor concentraciéon de antioxidantes y

micronutrientes) y una calidad seminal éptima (89,90).

3.5 Estrés oxidativo y calidad seminal

El estrés oxidativo y la excesiva produccion de especies reactivas del oxigeno (EROs)
se han relacionado con la disminucion de la concentracién, movilidad y morfologia
espermatica (91-93). Se estima que aproximadamente el 25% de los hombres infértiles
presentan niveles elevados de EROs en el semen (94) y con frecuencia una menor

capacidad antioxidante en el semen (95,96).

En condiciones normales existe un equilibrio entre la generacién de EROs y su
neutralizacion por los sistemas de defensa antioxidantes de las células, pero cuando este
equilibrio se rompe, bien por la sobreproduccidon de agentes oxidantes, bien por la
deficiencia de los sistemas antioxidantes o por ambas razones, se produce el estrés
oxidativo (97-99). Las especies reactivas del oxigeno son agentes oxidantes generados
como resultado del metabolismo del oxigeno. El término EROs engloba una amplia
categoria de moléculas que incluye radicales (moléculas altamente inestables por poseer
un electron desapareado) y no radicales. Pueden oxidar rapidamente otras biomoléculas

cercanas ejerciendo una influencia sobre su funcién celular normal.

Espermatozoides y especies reactivas del oxigeno

Los espermatozoides son unas células especialmente susceptibles a las EROs por
varios motivos. En primer lugar, debido a que presentan en su membrana un alto
contenido en acidos grasos poliinsaturados y en segundo lugar, a su escaso contenido
citoplasmatico, lo que limita su capacidad antioxidante y reparadora (100). Por otro lado,
al igual que ocurre con otras células de nuestro organismo, las EROs son necesarias para su
funcionamiento. En condiciones fisiolégicas se necesita una pequefia produccidn
intracelular de radicales superdxido para que tengan lugar distintos procesos

indispensables para la funcidn espermatica, como son la capacitacion y la reaccion
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acrosdmica (101). En condiciones normales el balance entre la produccién de EROs y la
actividad antioxidante se mantiene, cuando este equilibrio se rompe, bien por un exceso
en su produccion o por una deficiente actividad antioxidante, se producen dafios en los

espermatozoides (102).

Las EROs causan dafios en los espermatozoides a dos niveles, en la membrana
plasmatica y en el ADN. Los espermatozoides poseen una membrana plasmatica rica en
acidos grasos poliinsaturados, las especies reactivas del oxigeno provocan en ellos una
reaccion denominada lipoperoxidacion (103). La composicion lipidica de la membrana
espermatica es esencial en la maduracién y funcionalidad de los espermatozoides. Estos
cambios en la membrana espermatica afectan a la motilidad, a la reaccién acrosémicay la
fusion entre gametos (104). Por otra parte, las EROs causan dafio en al ADN espermatico
produciendo distintos tipos de lesiones en la molécula. Las principales son la roturas de
ADN de cadena sencilla o de cadena doble, la pérdida o modificaciones quimicas de bases

y entrecruzamientos del ADN (105).

Fuentes principales de EROs en el semen

En el semen hay dos fuentes principales de EROs: los leucocitos y los
espermatozoides. En la mayoria de las muestras de semen encontramos leucocitos,
principalmente neutrdfilos (106). El principal mecanismo de defensa de los neutrdfilos
contra los patdgenos es la produccidon de EROs, por este motivo son una fuente potencial
de estrés oxidativo para los espermatozoides (105). La otra fuente principal de EROs son
los propios espermatozoides. Los espermatozoides inmaduros y morfolégicamente
anormales se caracterizan por presentar en su pieza intermedia un exceso de citoplasma,
denominado residuo citoplasmatico. Estos residuos citoplasmaticos son ricos en una
enzima, la glucosa-6-fosfatasa deshidrogenasa, que controla la produccién intracelular de
NADPH. Esta molécula cuando entra en contacto con una enzima presente en la

membrana (NADPH oxidasa) genera especies reactivas del oxigeno (107).

Mecanismos antioxidantes del semen

Los espermatozoides son células muy vulnerables al estrés oxidativo ya que durante

su diferenciacion pierden la mayoria de su citoplasma y con él, los principales sistemas de
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proteccién celulares. Debido a esta carencia de proteccidn intrinseca contra el estrés
oxidativo, estas células son muy dependientes de las propiedades antioxidantes del liquido

seminal en el que se encuentran.

El sistema de proteccién antioxidante del semen estd compuesto por factores
enzimaticos y por una serie de compuestos de bajo peso molecular con capacidad
antioxidante. Los distintos componentes de este sistema interactian estrechamente con el
fin de garantizar una proteccidon 6ptima contra las EROs. Parece que la deficiencia de
cualquiera de ellos puede causar una disminucion en la capacidad antioxidante total del
plasma. El principal sistema enzimdtico antioxidante en el semen estd formado por la
superoxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa. Ademas de estas enzimas,
juegan un papel importante los antioxidantes no enzimaticos, entre estos encontramos, el
glutatidn, acido pantoténico, la coenzima Q10, la carnitina, vitaminas A, E, Cy complejo B
y minerales, tales como el zinc, el selenio y el cobre (108). Una reduccidn en la actividad de
dichas enzimas o de los compuestos antioxidantes en el plasma seminal se ha asociado con

infertilidad masculina (95,109-111).

Terapias con Antioxidantes

Durante las ultimas dos décadas se han llevado a cabo numerosos ensayos clinicos
para establecer los posibles efectos beneficiosos de los tratamientos con antioxidantes en
la calidad seminal. Sin embargo, la falta de uniformidad entre la mayoria de estos estudios
hace que no se puedan comparar resultados ni llegar a establecer qué tratamiento seria el
mas adecuado. Recientemente se han publicado varias revisiones (105,112-114), la
mayoria de estas se ponen de acuerdo en el efecto beneficioso de los antioxidantes sobre
la infertilidad masculina, pero el tipo y dosis de antioxidantes adecuados es todavia
desconocido. Los autores destacaron unanimemente la necesidad de mas ensayos clinicos

correctamente disefiados en el futuro (115).

3.6 ¢Esta decreciendo la concentracion espermatica?

El debate en torno a las tendencias temporales en los parametros seminales ha sido
un tema candente desde la década de los noventa. Varios metaanalisis de los estudios

realizados desde los afios cincuenta reportan una disminucidon en la concentracion
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espermatica en los paises industrializados (116,117). Las exposiciones ambientales, sobre
todo durante el desarrollo fetal, son sospechosas de ser los responsables de esta
disminucion de la calidad seminal, asi como del aumento de la incidencia de patologias

como el cancer testicular, criptorquidia e hipospadia (118,119).

El debate en torno a este tema comenzd con el metaanalisis realizado por Carlsen y
colaboradores en 1992 (117). Este trabajo, en el que se analizaron 61 estudios, mostré una
disminucion significativa de la concentracién espermatica entre 1938 y 1990. El promedio
de la concentracion paso de 113 a 66 millones/ml, lo que supone una disminucién de
aproximadamente 1% por afio (117). Las criticas a este trabajo se centraron en la
heterogeneidad de los individuos incluidos y en un posible sesgo debido a las variaciones
geograficas de la calidad seminal (120). Tras este metaanalisis se llevaron a cabo nuevos
estudios basados en datos de centros independientes, algunos coincidian con Carlsen y
colegas (24,121,122) y otros no (123-125). Entonces, en 1997, Swan y colaboradores
realizaron un minucioso re-andlisis que incluia 56 de los 61 estudios analizados por Carlsen
et al. (1992) y confirmaron la disminucion de la concentracion espermatica con
importantes diferencias geograficas (116). El descenso estimado fue del 1,5% por afio en
los EE.UU. (1938-1988) vy del 3,1% por afio en Europa (1971-1990) (116). Mas tarde, el
mismo grupo llevé a cabo un metaanalisis actualizado y ampliado que incluyd un total de
101 estudios publicados entre 1934 y 1996 (126) y confirmd, una vez mas, una disminucion

en la concentracién espermadtica a lo largo de las Ultimas décadas.

Posteriores estudios, tanto en Estados Unidos como en Europa, exploraron las
diferencias geograficas en cuanto a calidad seminal. Asi, en 2001, se llevé a cabo en Europa
un estudio transversal prospectivo que incluyo 1.082 varones con fertilidad probada
procedentes de cuatro paises europeos. Este estudio reveld que los daneses presentaban
peores recuentos espermaticos, seguidos de los franceses y escoceses, mientras que los
finlandeses presentaron mejores resultados (127). Del mismo modo, se detectaron
diferencias regionales en los pardmetros seminales en los hombres fértiles dentro de los
Estados Unidos y estas diferencias fueron mds pronunciadas que las encontradas en
Europa. Los datos de este estudio sugerian que la concentracidon espermatica era menor en
zonas rurales y agricolas comparadas con las zonas mas urbanas y menos expuestas a la

agricultura (128).
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Una vez estudiadas las diferencias geograficas en la calidad seminal de varones
fértiles, se realizaron estudios sobre la poblacion general, utilizando jévenes varones con
fertilidad desconocida. Estos trabajos confirmaron las diferencias geograficas
anteriormente publicadas (129-134) e indicaron que paises como Dinamarca y Noruega
presentaban peores parametros seminales que Finlandia y Estonia (129), mientras que
Lituania quedaba en lugar intermedio entre estos paises en cuanto a calidad seminal (132)
y Alemania se situaba a nivel de Noruega y Dinamarca (133). Posteriormente, un estudio
realizado en Espafia mostré que los pardmetros seminales y valores hormonales de la
poblacién general estudiada (estudiantes universitarios principalmente), eran los
esperables en una poblacion relativamente normal (135). En estos trabajos europeos
también se analizé la relacion entre calidad seminal e incidencia de cancer de testiculo y
de acuerdo con la hipétesis del Sindrome de Disgenesia Gonadal (136), aquellas zonas
geograficas con peor calidad seminal también presentaron una incidencia mayor de cancer

de testiculo (129).

A pesar del paso de los afos, la disminucién global de la calidad seminal humana
sigue siendo un tema controvertido (137). Recientes estudios han evaluado esta cuestion
encontrando distintas tendencias. Mientras que en paises como Finlandia (138) o Francia
(Rolland et al. 2013) los estudios indican una disminucidn temporal en los parametros
seminales, otros estudios realizados en Dinamarca (139) y Suecia (130) no muestran este
descenso en la calidad seminal. De hecho, el estudio realizado en Dinamarca (139), entre
1996 y 2010, muestra un ligero incremento en el recuento total y la concentracidn
espermatica mientras que no se observan cambios en la movilidad y la morfologia. No
obstante, las concentraciones espermaticas siguen siendo relativamente bajas y una gran
parte de esos individuos podria presentar problemas reproductivos en el futuro. Por otra
parte, aunque en un principio la situacién de Finlandia parecia mejor que en otros paises
europeos en cuanto a calidad seminal (129), estos nuevos estudios muestran un descenso
desalentador en la calidad seminal de la poblacién general en el periodo comprendido
entre 1998 y 2006. Los hombres mas jovenes presentan peores parametros seminales
comparados con los individuos nacidos tan sélo unos afos antes. Ademas, la incidencia del
cancer de testiculo también es mayor en hombres mdas jévenes que las observada en los

nacidos unos afios antes (138).

El descenso en la concentracidn espermdtica no es sélo un problema cientifico,

también resulta preocupante desde el punto de vista clinico. Un estudio prospectivo
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realizado con parejas que planificaban su primer embarazo mostré que el “tiempo de
consecucion de embarazo”, un indicador epidemioldgico utilizado para evaluar la
fecundidad, era menor en parejas con concentraciones superiores a 55 millones/ml (26).
Por lo tanto, segln estos estudios una gran parte de los hombres jévenes de la poblacién

general en distintos paises europeos presentaria concentraciones espermaticas inferiores

a estos valores 6ptimos (138-140).
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4. PRESENTACION DE LOS TRABAJOS

4.1 Objetivos generales y especificos

Diversos estudios muestran una disminucidn en la concentracidon espermatica en las
ultimas décadas (116,117,126) aunque en este hecho se han observado importantes
diferencias geograficas (127-134). Mientras que en algunos paises como Finlandia (138) y
Francia (141) los estudios indican un descenso temporal de la concentracién seminal, otros

estudios realizados en Dinamarca (139) y Suecia (130) no muestran esta variacién.

El descenso de la concentracidn espermatica se ha atribuido a exposiciones
ambientales, estilos de vida o factores nutricionales pero que, en gran medida, son adn
desconocidos o han sido insuficientemente estudiados. Respecto a los factores nutricionales,
la ingesta de determinados alimentos, como las grasas saturadas, la carne o los productos
lacteos, se han asociado con una afectacidon de la calidad seminal (83—86). Por otra parte,
recientemente varios estudios han mostrado asociaciones entre una dieta rica en frutas y
verduras (con mayor concentracion de antioxidantes y micronutrientes) y una calidad seminal

Optima (89,90).

Distintos trabajos sefialan al estrés oxidativo como el mecanismo de accion de algunos
de los determinantes de la calidad seminal comentados (115,142). El estrés oxidativo afecta a
los espermatozoides de distintas maneras, por una parte compromete la motilidad al dafiar su
membrana plasmatica y por otra parte causa importantes dafos en la molécula de ADN,
aumentando su fragmentacién (105). La integridad del ADN espermatico es un factor critico
para la correcta transmision de la informacidn genética paterna al embrién (32), de tal forma

que las alteraciones en la cromatina podrian comprometer el éxito reproductivo (33,34).

A pesar del gran interés y preocupacion que genera la calidad seminal
en varones, muchos de estos aspectos permanecen inexplorados. Hasta donde conocemos, no
existen trabajos previos que estudien la tendencia temporal en recuento espermatico, la
dindmica de la fragmentacién del ADN espermatico y la relacidn entre ingesta de antioxidantes

y calidad seminal en varones jovenes espafioles.

Resumen de los objetivos
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El objetivo general de este trabajo es profundizar en el estudio de la calidad seminal
en jovenes universitarios sanos con fertilidad desconocida, abordando el problema desde
distintos aspectos. Los objetivos especificos de cada una de las secciones son los

siguientes.

1. Analizar la relacion entre la ingesta dietaria de nutrientes antioxidantes y la

calidad seminal en jévenes estudiantes universitarios de la Regidon de Murcia.

2. Describir y examinar si la calidad seminal de los jévenes espafioles del Sureste

espafiol havariado en la dltima década.

3. Describir y analizar los niveles basales y la dindmica de fragmentacion del ADN
espermatico tras la eyaculacidon en varones jovenes estudiantes universitarios

de la Regién de Murcia.

4.2 Resumen global de los resultados y conclusiones finales

1. Se mostré una asociacidon positiva entre la ingesta de varios nutrientes
antioxidantes (criptoxantina, vitamina C, licopeno y b-caroteno) y el recuento
total de espermatozoides moviles en los hombres jévenes. El volumen seminal
también aumentd con una mayor ingesta de vitamina C, licopeno y b-caroteno.
En conclusion, nuestro estudio sugiere que algunos pardmetros espermaticos
podrian ser sensibles a la ingesta de nutrientes antioxidantes, y que la
recomendacién actual de ingesta de vitamina C podria ser insuficiente para

alcanzar el maximo beneficio en términos de calidad seminal.

2. Nuestros resultados indican que el recuento total y la concentracién
espermatica podrian haber disminuido en los jovenes espafioles del Sureste
espafol en la ultima década, mostrando una tendencia temporal adversa en
dichos parametros. En el sur de Espafa recientemente ha tenido lugar un
aumento de la industrializacion, y con ello, un aumento del riesgo de posibles
exposiciones potencialmente adversas que podrian afectar a distintos

parametros reproductivos masculinos.

3. En los jovenes varones estudiados, el indice medio de fragmentacion del ADN
espermatico basal obtenido fue de 27,2% [desviacion estandar (DE): 14,4)],

valores relativamente altos si los comparamos con otros estudios previamente
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publicados. La tasa de fragmentacion del ADN espermatico fue
significativamente mayor durante las primeras horas tras la eyaculacién. Por
otra parte, las muestras con un nivel basal de fragmentacién superior al 30%
presentaron una velocidad de fragmentacién significativamente mayor
durante las primeras horas que las muestras con indices de fragmentacion
basal inferiores a 15%. Seria aconsejable para cualquier actividad clinica que
las muestras seminales se utilizaran lo mas répido posible tras su obtencion, en
especial aquellas con alteraciones importantes en el indice de fragmentacion

del ADN espermatico basal.
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Abstract:

STUDY QUESTION: What are the associations between the dietary intake of antioxidant
nutrients and semen parameters in young men? SUMMARY ANSWER: Our study suggests that
some sperm parameters are sensitive to dietary intake of antioxidant nutrients. WHAT IS
KNOWN ALREADY: A few reports have suggested that some dietary factors might be related to
semen quality. However, the relationship between the intake of antioxidant nutrients and
semen quality in young men remains unexplored. STUDY DESIGN, SIZE, DURATION: In this
cross-sectional study, 215 young men were included between October 2010 and November
2011. PARTICIPANTS/MATERIALS, SETTING, METHODS: Healthy university students with
complete dietary and semen quality data were analyzed. Dietary intake was recorded using a
validated food frequency questionnaire. The associations between the energy-adjusted
nutrient intake of antioxidants in quartiles and the semen volume, sperm concentration,
sperm motility, sperm morphology, total sperm count and total motile sperm count were
assessed using multivariate linear regression. MAIN RESULTS AND THE ROLE OF CHANCE: Out
of 240 students who contacted us, 223 (92.9%) were eligible to participate in this study, and
215 attended the clinical appointment. In the multivariate adjusted linear regression models,
there was a positive association between dietary intakes of cryptoxanthin (P(trend) = 0.03),
vitamin C (P(trend) = 0.04), lycopene (P(trend) = 0.03) and B-carotene (P(trend) = 0.04) and
total motile sperm count. The semen volume increased with higher intakes of vitamin C
(P(trend) = 0.04). LIMITATIONS, REASONS FOR CAUTION: Only one sample of semen was taken
for each subject. However, there are indications that one semen sample may be sufficient to
characterize the semen quality of the individuals in epidemiological studies. Bias due to

measurement errors may also occur since there is no perfect method to assess diet. However,
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any bias due to measurement error would be non-differential and would reduce, not increase,
the strength of the associations. Although selection bias in cross-sectional studies might not
always be ruled out, our subjects were university student volunteers who were rewarded for
their participation and the study was not advertised as a fertility study. WIDER IMPLICATIONS
OF THE FINDINGS: Previous articles in this area have focused mainly on men attending fertility
clinics, thus our study brings generalizability to young men of the general population with
unknown or untested fertility. Some of our results are in agreement with the previously

reported papers.
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Abstract:

Several studies have investigated temporal trends in semen quality in Northern Europe, but
none has examined this question in Southern Europe. A prior study conducted in Almeria
Province (Southern Spain) reported higher sperm count and concentration among Spanish
young men recruited from 2001 to 2002 compared with young men from Northern Europe.
The aim of this new study was to examine whether semen quality has changed among Spanish
young men in the last decade. In this cross-sectional study, questionnaires and semen samples
were collected from 215 healthy young university students from Murcia Region between 2010
and 2011. The 273 men from the Almeria study previously studied were included in a trend
analysis of the two populations from Southern Spain. Descriptive statistics were calculated for
the Murcia study population and these and semen variables for the Murcia and Almeria study
populations were compared. Study methods and population characteristics were similar across
the two studies. Therefore, we used multiple linear regression analyses on the combined
population (controlling for study centre, age, ejaculation abstinence time, season, smoking,
medication during the last 3 months, Body mass index (BMI), presence of varicocoele and
prenatal exposure to tobacco) to look for a birth-cohort effect over the combined study period
(2001-2011). Sperm concentration and total sperm count declined significantly with year of
birth in the pooled analysis (B = -0.04 and B = -0.06, respectively, both p < 0.01). Sperm counts
were significantly lower in Murcia study subjects than in the Almeria participants; sperm
concentration median (5th-95th) = 44.0 (8.9-129) million/mL vs. 51.0 (5.0-206) million/mL; p <
0.01 and total sperm count = 121 (17.8-400) million vs. 149 (8.0-599) million; p < 0.01. Other
semen variables did not differ significantly between the two studies. Our study suggests that
total sperm count and sperm concentration may have declined in young Spanish men over the

last decade.
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Revista: Revista Internacional de Andrologia

Abstract:

Objective: To describe and analyze sperm DNA fragmentation and its dynamics after
ejaculation in young men.

Material and method: This is a cross-sectional study conducted between 2010 and
2011 in young university students (n = 114) from the Murcia Region (Spain). Sperm
DNA fragmentation index (SDF) was defined as the percentage of sperm with
fragmented DNA divided by the total amount of assessed sperm. The rate of sperm
DNA fragmentation (rSDF) was determined by periods of incubation according to the
sperm chromatin dispersion test. SDF and its dynamics were evaluated after
incubation for 2.5, 17 and 24 h at 37 °C. Parametric and non-parametric tests were
used for statistical analyses.

Results: Mean basal SDF was 27.2% (SD 14.4) and rSDF was significantly higher in the
first period of incubation compared to the following periods of incubations. The rate of
sperm DNA degradation during the first 2.5 h (5,5%/h) was significantly higher in those
samples with a basal SDF above 30%.

Conclusions: These results indicate that our mean values of SDF are relatively higher
compared to other published studies and corroborate that rSDF is significantly higher
during the first hours after ejaculation. Moreover, samples with basal SDF above 30%
showed higher rSDF during the first hours of incubation compared to the samples with
basal SDF below 15%.
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